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(57) Abstract 



Peptide conjugates including a sequence of at least three amino acids selected from Lys-Lys-Gly, Gly-His-Lys and Glu-His- 
Lys, wherein "Lys" is Lysine or a halogenated derivative thereof, or a methylated Lysine derivative, particularly Methyl-Lysine and 
Dihydrobromo-Methyl-Lysine, said amino acids optionally being in D, L or DL form, and said sequence being chemically or physically 
conjugated with at least one compound selected from monocarboxylic acids of general formula (I): HOOC-R, or alcohol, aldehyde or amide 
derivatives thereof, and dicarboxylic acids of general formula (II): HOOC-R i-COOH, are disclosed. The use of such conjugates as a drug, 
and pharmaceutical or cosmetic compositions containing said conjugates, are also disclosed. 

(57) Abrege- 

L' invention concerne des conjugues peptidiques comprenant une sequence d'au moins 3 acides amines choisis parmi Lys-Lys-Gly, 
Gly-His-Lys et Glu-His-Lys, dans laquelle "Lys" reprtsente la Lysine ou un derive halogCnfi de la Lysine, ou un derive" mdthyld de la Lysine, 
notamment Mdthyl -Lysine et Dihydrobromo- Methyl -Lysine, les acides amines pouvant drre sous la forme D, L ou DL; ladite sequence dtant 
conjugude chimiquement ou physiquement avec au moins un compost sdlectionne* parmi les acides monocarboxyliques de formule gdndrale 
(I): HOOC-R, ainsi que leurs d6riv6s alcool, aldehyde ou amide; les acides dicarboxyliques de formule gdndrale (II): HOOC-Rj-COOH. 
Elle concerne dgalement leur utilisation a titre de medicament et des compositions pharmaceutiques ou cosmdtologiques les contenant. 
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CONJUGUES PEPTIDIQUES, LEUR UTILISATION A TITRE DE MEDICAMENT ET 
COMPOSITIONS LES CONTENANT 

Sous l'influence de processus physiologiques internes "peptides 
neurotransmetteurs" ou externes "radiations ionisantes et ultraviolettes", 
5 les cellules de l'^piderme, en particulier les keratinocytes germinatifs 
secr£tent des facteurs de croissance et de cooperation cellulaire, dont le 
role est de stimuler les synthases cellulaires des molecules du cytosquelette 
et d'activer les interactions cellulaires. 

Ces proprtetes physiologiques se traduisent par une acrivation des 
10 metabolismes cellulaires indispensables a la regeneration des tissus 
conjonctifs du derme et de 1'epiderme et des processus de cicatrisation. 

La presente invention a pour objet la realisation de molecules 
peptidiques, derives homologues des sequences peptidiques actives des 
facteurs de croissance et de cooperation cellulaires, secretes 
15 naturellement par les keratinocytes. 

Parmi les derives peptidiques faisant l'objet de la presente 
invention figurent notamment des derives peptidiques et 
metallo-peptidiques dont les activites pharmacologiques sont orientees : 

- d'une part, vers les synthases cellulaires des molecules composant le 
20 cytosquelette telles que les collag£nes de type I et III, les 

glycosaminoglycanes, les fibronectines, 

- d'autre part, vers la synthese des molecules dont le role est de stimuler et 
d'activer les phenom£nes de cooperation et d'interaction cellulaire 
"endothelines, integrines". 

25 Ces activites etant comptementaires et indispensables a l'expression 

au niveau du derme et de repiderme, des processus de restructuration des 

tissus, cicatrisation, angiogenese, mSlanogenese, etc... 

Un des objets de la presente invention est Futilisation des derives 

peptidiques et metallo-peptidiques precedents, pour le traitement en 
30 application par voie topique, de la cicatrisation des plaies chroniques, 

telles que les lesions ulc£reuses du diab^tique, les ulc&res variqucux, la 

cicatrisation esth^tique des plaies chirurgicales, le traitement prevent if et 

curatif des vergetures et de leurs complications. 

Dans les indications pr^c^dentes, les derives peptidiques peuvent 
35 Stre utilises en th^rapeutique humaine et veterinaire sous forme de 

"pommades, gels, solutions ou de spray". 
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Une des applications privildgiee de l'invention est l'utilisation des 
derives peptidiques dans les difterents domaines de la cosmetologie, pour 
le traitement preventif et curatif des rides, du visage, du cou, et des mains, 
sous forme de lotions, gels, laits, cremes, ou de spray, en application locale. 
5 Une autre application des derives pepridiques de l'invention est leur 

utilisation comme agent d'activation et de potentialisation des mecanismes 
physiologiques de cooperations cellulaires. 

Les derives peptidiques peuvent etre utilises seuls ou de preference 
en association, avec des biomol6cules ou composes naturels ou leurs 
10 derives de synthase, dont l'activite biologique specifique, ne peut 
s'exprimer pleinement, que par la collaboration entre deux syst^mes 
cellulaires complementaires dont ils stimulent ou induisent qu'un seul 
element. 

C'est le cas, en particulier, des hormones melanotropes qui 

15 induisent la melanogenese dans les cellules melanocytaires et dont 
Pexpression au niveau de la surface de 1'epiderme humain (race blanche) 
ne peut s'exprimer pleinement que par l'iniime cooperation entre les 
cellules melanocytaires et les Wratinocytes, formant ainsi une veritable 
unite fonctionnelle denommce "Epidermal Melanin Unit". 

20 Les melanocytes actives par I'aMSH et scs derives secretent la 

melanine, qui est transferee et dispersee, dans les keraiinocytes, sous 
I'influence des facteurs peptidiques de cooperation cellulairc et de leurs 
derives homologues. 

Une des applications de la presentc invention est ['utilisation des 

25 ddrives peptidiques, precedemment decrits, dans les differents domaines de 
la dermatologie et de la cosmdtologie. 

Les derives peptidiques peuvent etre utilises seuls ou en association 
avec d'autres molecules actives, tels que les derives homologues de 
synthase de 1'aMSH, ou autres substances, sous la fonne de cremes, laits, 

30 lotions, solutions ou sprays, en applications topiques (locales), pour 
Pacceleration des processus de melanogenese de Pepidermc, acceleration 
de la meianisation de la peau par obtention d'un bronzage naturel et d'une 
protection totale contre les radiations solaires (UV). 
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Plus particulierement la presente invention concerne des 
conjugu6s comportant une sequence peptidique comprenant au moins 
trois acides amines choisis parmi Lys-Lys-Giy, Gly-His-Lys et Glu-His-Lys, 
dans laquelle "Lys" represente la Lysine ou un derive halogene de la 
5 Lysine, ou un derive methyle de la Lysine, notamment Methyl-Lysine et 
Dihydrobromo-Methyl-Lysine, les acides amines pouvant etre sous la 
forme D, L ou DL 

Ces acides amines etant sous leur forme naturelle ou non, ladite 
sequence etant utilisee sous forme peptidique, ou conjugude 
10 chimiquement ou physiquement avec au moins un compose selectionne 
parmi 

1) les acides monocarboxyliques de formule generate 

HOOC-R (I) 
dans laquelle R represente un radical aliphaiique en Ci a C20 droit ou 

15 ramifie, substituS ou non, notamment un radical alky], alkenyl ou alkynyl 
pouvant comporter une ou plusieurs insaturations et pouvant etre 
substitu6 par un ou plusieurs radicaux choisis dans le groupe comprenant : 
NH2, OH, oxo ou un radical cyclique non aromatique comportant de 5 & 6 
atomes dans le cycle dont 1 ou 2 pouvant etre different* du carbone, en 

20 particulier, S, 0 ou N, lesdits cycles pouvant etre substitues par des 
radicaux alkyl en C\ k C3, notamment mcthy^ 

ainsi que les derives alcool ou aldehyde ou amide des acides de formule I ; 
a la condition que si la sequence peptidique comprend uniquement Gly- 
His-Lys, elle n'est pas conjuguee a un seul residu d'acide palmitique ; 
25 Parmi les cycles pouvant etre substitues, il faut citer les cycles 




correspondant a des derives de Pacidc retinoiquc ei de l'acide lipoique. 
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Dans certains cas, la chaine aliphatique peut consister en une 
chaine polyalk6nyl. 

Parmi les composes de formule I il faut citer de preference les 
composes de formule : 
5 R 2 OH»CH-COOH 

de configuration cis ou trans dans laquelle R 2 est un radical alkyl en Co a 
Ci6, comportant eventuellement un ou plusieurs substituants -NH 2 , OHou 
oxo. 

2) les acides dicarboxyliques de formule gencrale 
10 HOOC-Rj-COOH (II) 

dans laquelle Ri represente un radical aliphaiique divalent notamment en 
C3aCio, droit ou ramifie, substitue ou non, notamment un radical alkyl, 
alkylene, alkenylene ou alkynylene, pouvant comporter une ou plusieurs 
insaiurations et pouvant etre substitue par un ou plusieurs radicaux NH2, 
15 OH, oxo ou un radical alkyl en Cj & C3, 

Dans la formule g6n6rale I, il faut citer plus particulierement les 
composes dans lesquels R represente : 

- un radical monoinsature de configuration cis ou trans, de formule 
generale 

20 R 2 -CH=CH- 

dans laquelle R 2 represente un radical aliphatique notamment alkyl, 

lineaire ou ramifie comprenant au moins 6 atonies de carbone, de 
preference 6 4 16 atomes de carbone, substitue par un groupe amino, 
hydroxy ou oxo ; 

25 - un radical alkyl lineaire ou ramifie en CpC 2 o eventuellement susbtitu£ 
par un ou plusieurs substituants choisi parmi : amino, hydroxy, oxo, thiol, 
imino, cycloalkyl en C4-C7, eventuellement substitue et si au moins 2 

substituants sont presents, i Is peuvent former ensemble une liaison, 
notamment un pont disulfure. 
30 Les peptides conjugues selon 1'invemion sont lies sous forme de sels, 

d'esters, ou d'amides & des acides poss£dant des fonctions metaboliques 
essentielles dans l'activation du cycle tricarboxylique de Krebs. 
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Les acides de formule gen^rale (I) ou (II) sont plus 
particuli£rement choisis parmi les acides carboxyljques pour lesquels Ri 
represente un alkyl£ne en C4-C8 substituc ou non r en particulier, les acides 
acetiques, adipiques, a-amino-adipiques ei derives, I'acide DL lipoique et 
5 derives, I'acide dihydrolipoique er son derive N-Lipoyl-Lysine, I'acide 
pim61ique et derives, I'acide sebacique et derives. 

Les acides gras pour lesquels R represente un reste alkylene 
lineaire ou ramifie, sont plus particulierement les acides 
hydroxydec6no\'ques et decenoiliques, les acides retinoiques et ses derives, 
10 le Retinal et le Rgtinol, I'acide myristique et ses d6rives, et I'acide 
palmitique, sous forme de sels d'estcrs, ou d'amides. 

Des composes sp^cialement adapies a l'obtention de conjugues selon 
1'invention sont choisis parmi I'acide acciique et ses derives, I'acide 
a-DL-LipoYque et ses derives, I'acide dihydrolipoique, la N-Lipoyl-Lysine, 
15 I'acide adipique, I'acide a-amino-adipique, I'acide pimelique, I'acide 
sebacique et ses derives, I'acide trans- 10-hydroxy-A2-decenoique et I'acide 
trans-oxo-9-decene-2-oique, I'acide reiinoiquc et ses derives, le r&inol, et 
le retinal, I'acide myristique et I'acide palmitique. 

Plus sp£cifiquement, la presentc invention concernc des peptides 
20 inducteurs des synthases endocellulaires des collagcncs de type I et III ei 
des glycosaminoglycanes, a haute activite' cicatrisante et metaboliquc, 
ainsi que des molecules d'induction et de stimulation des processus de 
cooperation cellulaire. 

Les conjugues peptidiques selon 1'invention comprennent de 
25 preference au moins une des sequences peptidiques suivantes : 



Lys-Lys-Gly 
Gly-His-Lys 
Glu-His-Lys 

dans laquelle Lys represente la lysine ou un derive halogene de la lysine, 
ou un derive methyld de la lysine, notamment Methyl-Lysine et 
Dihydrobromo-M^thyl-Lysine, les acides amines pouvani ctre sous la 
forme D, Lou DL 



35 
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De preference, les conjugues peptidiques repondent a Tune des 
formules generates suivantes : 

A-X-Gly-His-Lys-Y (III), ou 
A-X-Glu-His-Lys-Y (IV) 
5 dans laquelle . A est un compose de formuie generale 1 ou [I ou le radical 
correspondant a ce compose 
. X peut repr^senter une chaine de 1 a 3 residus Lys, 
eventuellement methylee, en particulicr a I'extremitc N 
terminate, OH, NH2 ou une liaison 
10 . Y peut representer OH ou NH 2> 

les acides amines etant sous forme D, L ou DL 

A est de preference I'acide ac<§tique, I'acide adipiquc, I'acide 
a-amino-adipique, I'acide DL lipoique, I'acide dihydrolipoique, la 
N-Lipoyl-Lysine, I'acide pimelique, I'acide sebacique, I'acide 
15 trans-oxo-9-d6cene-2 olque et I'acide trans-hydro\y-10-ddcene-2-oique. 

La presente invention concerne particulierement les conjugues 
peptidiques suivants : 





1 - 


A-MeLys-Lys-Lys-G!y-His-Lys-NII 2 


20 


2 - 


A-MeLys-Lys-Gly-Hts-Lys-NH 2 




3- 


A-MeLys-Gly-His-Lys-NH 2 




4- 


A- Me Ly s- Lys- Ly s-G 1 y- His- Lys - 0 I I 




5 - 


A-MeLys-Lys-GIy-His-Lys-OH 




6- 


A-MeLys-Gly-His-Lys-OH 


25 


7- 


A-Lys-Lys-Gly-His-Lys-NH 2 




8- 


A-Lys-Gly-His-Lys-NH 2 




9- 


A-Lys-Lys-Gly-His-Lys-OH 




10- 


A-Lys-Gly-His-Lys-OH 




11- 


A-Lys-Lys-Glu-His-Lys-NH 2 


30 


12- 


A-Lys-Glu-His-Lys-NH 2 



WO 97/18235 



PCT/FR96/018U 



10 



13- A-Glu-His-Lys-NH 2 

14- A-Lys-Lys-Glu-His-Lys-OH 

15- A-Lys-Glu-His-Lys-OH 

16- A-Glu-His-Lys-OH 

A etant ddfini comme precedemment. ainsi que les derives de ces 
molecules sous forme de sels, d'esters, ou d'amides. 

Les sequences d'acides amines, mentionnes ci-dessus peuvent etre 
des sequences d'acides amines natureis ou non natureis. 

Les conjugaisons selon la presente invention peuvent etre effectues 
en faisant reagir la fonction amine ou acide de I'acide amine avec une 
fonction amine ou acide de I'acide A, ou memc il est possible de mettre a 
profit la presence d'une fonction hydroxy sur I'acide. 

La presente invention concerne I'ensemble de ces conjugaisons 
15 ainsi que les conjugues non fonctionneJs. 

Les conjugues peptidiques precedemment deems dans ('invention, 
peuvent etre utilises sous leur forme peptidique, ou lies avec un mdtaj sous 
forme de complexes 6quimol6culaires. 

Le metal utilise pour la realisation des complexes 
20 nr^tallo-peptidiques de 1'invention est dc preference un metal divalent 
notamment le Zinc (Zn), qui peut etre couple sous forme de sel, avec le 
groupement carboxylique de Pamino-acidc terminal, la lysine (Lys). 

De meme, dans certains cas, il est possible que certains amino-acides 
component par exemple des fonctions de glycosylation. 
£> 11 doit etre entendu que la presente invention concerne egalement 

I'ensemble de ces formes. 

Selon un autre aspect, 1'invention concerne des compositions 
galeniques contenant au moins un conjugue peptidique tel que defini 
precedemment, avec des excipients cosmetologiquement et/ou 
30 pharmaceutiquement acceptables. 

La presente invention concerne plus particulierement Putilisation 
a titre de medicament d'un, ou plusieurs des conjugues et derives 
peptidiques decrits precedemment selon 1'invention. 
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La presente invention concerne egalement des preparations 
cosm^tiques, contenant un, ou plusieurs conjugues et derives peptidiques 
decrits pr6c£demment selon l'invention. 

La presente invention concerne egalement des compositions 
5 gateniques, pharmaceutiques et cosmetologiques, comprenant au moins un 
des composes tels que defini precedemment. 

Un des objets de la presente invention est ('utilisation par voie 
topique ou injectable des conjugues peptidiques ct de leurs derives, 
composition ou association avec des principes actifs connus. 
10 Ces conjugues peptidiques, leurs derives, composition ou association, 

peuvent £tre presentes sous forme d'ampoules injectables lyophilisees, et 
sous forme de cr£me, gels, laits, lotions ou sprays, et comporter des 
excipients connus. 

Les conjugues peptidiques de l'invention, leurs derives, 
15 compositions, ou associations avec des principes actifs connus, sont utiles 
pour ie traitement et la cicatrisation des plaies et 16sions chroniques du 
diabetique, les ulc^res variqueux, la cicatrisation des plaies chirurgicales, 
le traitement preventif et curatif des vergetures. 

Le conjuge pourra notamment etre associd a au moins une 
20 substance choisie parmi les antiseptiques, les antibiotiques a large spectre 
antimicrobien, ou les antifongiques a large spectre d'activite, pour la 
preparation d'une composition destinee au traitement par voie topique ci a 
la cicatrisation des plaies infectees. 

Selon un autre aspect, le conjugue peptidique peut etre presente 
25 sous forme dissociations ou de composes, avec des molecules connues pour 
leurs activity anticoagulantes et phlebotoniques par voie topique, 
destinees au traitement preventif et curatif, des vergetures, des 
insuffisances veineuses (jambes lourdes), de la couperose, en applications 
locales, sous forme de crimes de gels, de laits ou de sprays. 
30 Une des applications pr^ferentiellc de l'invention est Putilisation 

des conjugues peptidiques, comme adjuvants, activateurs ou cofacteurs, en 
association avec des molecules choisies parmi 1' aMSH ou ses derives 
homologues, l'ACTH ou la propiom£lanocortine et leurs analogues dans des 
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compositions destinees au traitement preventif et curatif des troubles de la 
melanogenese, a la stimulation de la melanogenese epidermique, en vue 
de 1'obtention d'un bronzage naturel rapide et d'une protection totale 
contre les radiations solaires ultraviolettes (DEM). 

Une autre des applications preferentielles de 1'invcntion est 
I'utilisation des conjugues peptidiques dans les differentes formulations 
cosmetologiques pour le traitement preventif et curatif des rides, du 
visage, du cou et des mains, sous forme d'emulsions, de cremes, de laits, de 
lotions, de gels, ou de sprays en application locale. 

Les exemples qui suivent sont destines a illustrer I'invention sans 
aucunement en limiter la portee. 

Dans ces exemples on se referera aux Figures suivantes : 
Figure 1 : Intensite de fluorescence de fibroblastes marques a la 
rhodamine : mise en evidence du collagene de type I. 

Figures 2 et 3 : Mise en evidence par mesure de I'intensite de coloration 
de la synthese de collagene par des cellules traitees ou non par le conjugue 



10 



15 



20 



n° 7. 

Exemple n° 1 - Synthese du conjugue 7 
A-Lys-Lys-Gly-His-Lys-NH? 
A = Acide Adipique = COOH-(CH 2 )4-COOH 

25 La synthese a ete realisee par la methode de Merrifield adaptee a la 

structure du conjugue selon les etapes suivantes : 

Z-Gly-His-I.ys-NH 2 : 



30 
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A une solution dans la dimithylforrnamide (10 mL) contenant 
Z-Gly-OH (2.08 g, 10 mmoles), BOP (4.42 g, 10 mmoles), de la 
diisopropylethylamine (DIEA, 22 mmoles) est additionne sous agitation et i 
0° C f le chlorhydrate de H-His-Lys-NH 2 (2.1 g, 11 mmoles). 

Apres 6 heures d'agitation a la temperature ambiante, lc solvant de 
la reaction est evapord sous vide a une temperature inferieure & 40° C. 
Le residu est dissout dans de Tacetate d'ethyle (200 mL). 
La phase organique est lav£e plusieurs fois avec une solution 
saturee de bicarbonate de sodium (2 x 50 mL), a l'eau (2 x 50 mL), avec une 
solution saturee de KHS0 4 (2 x 50 mL), a l'eau (2 x 50 mL). 

La phase organique est sechee sur sulfate dc sodium et concentric 
sous vide pour conduire a une mousse blanche (3.1 g, 91%) homogdne en 
chromatographic sur gel de silice. 

15 Z-Lys(Boc)-Gly-His-Lys-NH 2 

Le compose Z-Gly-His-Lys-NH22 (3.45 g, 10 mmoles) est dissout dans 
l'cthanol 95 (100 mL) contenant 20 mmoles d'acidc chlorhydrique. 
Le melange reactionnel est hydrogene pendant 5 heures. 

20 Le catalyseur est filtre et le solvant concentre sous vide a une 

temperature inferieure a 40* C. 

Le residu restant est triture plusieurs fois avec de Tether, decante. 11 
est s<§che sous vide en presence de KOH. Ce residu est dissout dans la 
dimethylformamide (10 mL) en presence de Z-Lys(Boc)-OH, (3,81 g, 10 

25 mmoles), BOP (4.42 g, 10 mmoles), de la diisopropylethylamine (DIEA, 22 
mmoles). 

Le melange reactionnel est agite 30 min a 0° C, puis 4 heures & la 
temperature ambiante. 

Le solvant de la reaction est evapore sous vide k une temperature 
30 inferieure * 40° C. 

Le residu est dissout dans de Tacetate d'ethyle (200 mL). 



5 



10 
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La phase organique est lavee plusieurs fois avec une solution 
saturee de bicarbonate de sodium (2 x 50 ml), a l'eau (2 x 50 mL), avec une 
solution saturee de KHS04 (2 x 50 mL), a l'eau (2 x 50 mL). La phase 
organique est sechee sur sulfate de sodium et concentree sous vide pour 
conduire a une mousse blanche (4.7 g, 82%) homogene en 
chromatographic sur gel de silice. 



Z-Lys-(Boc)-Lys-(Boc)-Gly-His-Lys-NH 2 

10 Le compose ZLys(Boc)-Cly-His-Lys-NH22 (5.7 g, 10 mmoles) est 

dissout dans 1'ethanol 95 (150 mL) comenant 10 mmoles d'acide 
chlorhydrique. 

Le melange reactionncl est hydrogene pendant 5 heures. 
Le catalyseur est filtre et le solvant concentre sous vide a une 
15 temperature inferieure a 40° C. 

Le residu restant est triture plusieurs fois avec de Tether, decante. II 
est seche sous vide en presence de KOH. Ce residu est dissout dans la 
dimethylformamide (10 mL) en presence dc Z-Lys(Boc)-OH, (3,81 g, 10 
mmoles), BOP (4.42 g, 10 mmoles). de la diisopropylethylamine (DIEA. 22 
20 mmoles). 

Le melange reactionne! est agile 30 min a 0' C, puis 6 heures a la 
temperature ambiante. 

Le solvant de la reaction est evapore sous vide a une temperature 
inferieure a 40° C. 
25 Le residu est dissout dans de Tacetate d'ethyle (300 mL). 

La phase organique est lavee plusieurs fois avec une solution 
saturee de bicarbonate de sodium (2 x 50 mL), a l'eau (2 x 50 mL), avec une 
solution saturee de KHS04 (2 x 50 mL), a l'eau (2 x 50 mL). La phase 
organique est sechee sur sulfate de sodium et concentree sous vide pour 
30 conduire a une mousse blanche (6.5 g, 81%) homogene en 
chromatographic sur gel de silice. 



A-Lys-Lys-Cly-His-Lys-NH 2 
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Le compose ZLys(Boc)-Lys(Boc)-Gly-His-Lys-NH 2 (8 g, 10 mmoles) 
est dissout dans l'eihanol 95 (200 mL) contenant 20 mmoles d'acide 
chlorhydrique. 

Le melange reactionnel est hydrogene pendant 5 heures. 
5 Le catalyseur est filtre et le solvant concentred sous vide a une 

temperature infdrieure i 40° C. 

Le residu restant est triture plusieurs fois avec de Tether decante. Jl 
est seche sous vide en presence de KOH. Ce residu est dissout dans la 
dimethylformamide (10 mL) en presence d'acide adipique (2.1 g, 10 
10 mmoles), BOP (4.42 g, 10 mmoles), de la diisopropylethylamine (DIEA, 22 
mmoles). 

Le melange reactionnel est agite 15 min a O 0 C, puis 5 heures a la 
temperature ambiante. 

Le solvant de la reaction est evapore sous vide a une temperature 
15 inferieure & 40° C. 

Le residu est dissout dans de Pacetate d'ethyle (200 mL). 
La phase organique est lavee plusieurs fois avec une solution 
saturee de bicarbonate dc sodium (2 x 50 mL), a 1'eau (2 x 50 mL), avec une 
solution saturee de KHS04 (2 x 50 mL), a 1'eau (2 x 50 mL). La phase 
20 organique est sechee sur sulfate de sodium ct concentree sous vide pour 
conduire 5 une poudre blanche (7.5 g, 76%) homog£ne en 
chromatographic sur gel de silice. 

Ce compose est dissout dans 1'acide trifluoroaceiique (50 mL). 
Apr6s 30 min, le solvant est concentre sous vide a une temperature 
25 inferieure a 40° C et le residu triture plusieurs fois avec de I'ether 
anhydre. 

La poudre blanche obtenue (6.9 g, 88%) est sechee sous vide. 



30 



Adipoyl-Lys-Lys-Gly-His-Lys-NH 2 
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Exemple n° 2 - Synthese du conjugue 8 



A-Lys-GIy-His-Lys-NH 2 

A = Trans- 10- Hydroxy-dec2-enoic-acide 

5 

La synthase a et£ realist par la methodc dc Merrifield adaptee 
selon les etapes suivantes et la methodologie decritc a I 'exemple n°l : 

1 - Z-Gly-OH + H-His-Lys-NH 2 

10 2 - Z-Gly-His-Lys-NH 2 

3 - Z-Lys-(BOC)-GIy-His-Lys-NH 2 

4 - A-BOP, D1EA, DMF 

5 - Decenoyl-Lys-Gly-His-Lys-Nhb 



Preparation du complexe metallo-peptidique avec le Zinc. 
On utilise le sel de Zinc sous forme de Zncl2. 

Le conjugue peptidique precedemmem obtenu est mis en solution a 
pH.56 dans l'eau distillee dans les proportions suivantes : 

1 molecule du conjugue n* 8 dans une solution de Zncl2 a 10%. 

Apres chauffage a 20° C pendant 10 mn, le complexe est purine sur 
colonne de Biogel P-2 pour dliminer I'exccs dc chlorurc de Zinc non fixe 
sur le peptide, et £lue avec de l'eau distillee. 

Apres eiution, on obtient une solution contenant 0,5% ce ZncI2 pour 
une molecule peptidique. 

La solution est ensuite congelee a basse temperature "-60° C" et 
lyophilisee. 

On obtient le complexe metallo-peptidique sous forme de poudre 
blanche dont la formule est la suivante : 



30 



HO(CH 2 )7-CH«CH-CO«Lys-Gly-His-Lys-Zn 
ou (Trans- 10-hydroxy-dec2*enotc-LyS'Gly-His-Lys-Zn) 
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dont les caractSres analytiques sont les suivams : 



Caractdres organolepciques : 



Lyophilisat blanc soluble dans 
l'eau. 



5 



Purete HPLC : 



95%. 



Spectrometrie de masse M hors Zinc 1 



PM 636.4-6363.6 



10 Composition en acides amines 



(% hors Zinc) 
Lysine 
Histidine 
Glycine 



42.95% 
21,55% 
8,97% 



15 



Exemple 3 - Elude du pouvoir cicatrisant du conjjugud 
pcptidiquc n° 7 chcz Panimal "ral" 

But dc l'etudc 



Determiner le pouvoir cicatrisant du peptide n" 7 administre chez le 
rat-OFA par applications topiques aux doses de 0,75 ng, 7,5 ng et 75 ^g par 
animal pendant cinq jours. 

25 Materiel et methode 

I - Animaux : rats de souche OFA, OF1, IFFA-CREDO, pesant de 250 a 300 g. 
li - Produits & tester 



Conjugue peptidique n° 7, correspondant la formule : 
Adipoyl-Lys-Lys-Gly-His-Lys-NH 2 . 



20 
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Mis en solution dans le propylene glycol aux doses de 1,5 ng/ml, 15 
yg/ml, 150 ng/ml. 

Ill - Methode 

Apr6s anesth^sie generate a l'ether, une incision de 5 cm de long a 
ete pratiqu£e sur la flanc droit des animaux. 

Une suture en fil trinyl 2/0 a ete effectuee a raison d'un point tous 
les 0,5 cm. 

Les animaux traites comme les temoins ont subi la meme 
intervention dans les memes conditions. 

Le traitement a debute le lendemain de ('intervention sur les lots 
d'animaux traites aux doses de 0,5 ml de solution peptidique sur chaque 
incision. 

Soil 0,75 Hg, 7,5 ng et 75 ng de peptide par animal et par application 
pendant la duree du traitement, soit 5 jours. 

Les animaux ont ete mis en observation pendant 9 jours, Us ont 
ensuite ete sacriftes par une dose letale de penthiobarbital. 

Les zones de peau en cours de cicatrisation ont ete prelevees et 
soumises aux "tests" d'etircment au dynamometre, pour mesurer la 
resistance de la cicatrice a retirement. 

Analyse statistique des resultats 

Une analyse statistique a ete effectuee sur les valeurs de resistance 
obtenue au dynamometre. 

Une analyse de variance et un test de "T" student a ete pratique sur les 
valeurs individuelles, afin de definir le seuil de signification des resultats. 

30 Resultats 

Le peptide n°7, administre aux doses de 0,75 *ig, 7,5 ng et 75 fig, par 
jour et pendant 5 jours consecutifs, aux animaux en experimentation, 
augmente de fagon hautement significative, la cicatrisation des plaies chez 
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les animaux traites par rapport aux temoins, au\ doses de : 
0,75 ng Taugmentation est de 14,5%, 
7,5 \i% l'augmentation est de 30,9%, 
75 Mg l'augmentation est de 59,6%, 
5 On observe en particulier une cicatrisation totale chez les animaux 

traites, & partir du 3eme jour, alors que les temoins ne prdsentcnt pas de 
signe visible de cicatrisation. 

L'aspect des cicatrisations au 9eme jour presente chez les animaux 
trails, une cicatrisation parfaitement plate, aver absence de bourrelets 
10 cicatriciels. 

Tableau n° 1 

Animaux trails par 0,75 Mg/jour/5 jours par peptide formule 
15 n° 7 

Resistance des cicatrices & retirement "dynamomctrie" 



20 



Groupe T£moin 


Groupe Traitd 




Animaux 


Dynes 


Ani maux 


Dynes 


894923 


26,2 


894918 


28,5 


894924 


23,7 


894919 


26,1 


894925 


22,5 


894920 


29.3 


894926 


25,4 


894921 


27,7 


894927 


24,8 


894922 


28.6 


Moyenne 


24,5 +/- 1,5 


Moyen ne 


28,0 +/- 1,2 
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Tableau 2 



Animaux traitcs par 7,5 ng/jour/5 jours par peptide formulc 
5 n" 7 



10 



20 



Groupe Temoin 


Groupe Traite 




Animaux 


Dynes 


Animaux 


Dynes 


894923 


26.2 


894928 


32.6 


894924 


23,7 


894929 


30.4 


894925 


22.5 


894930 


33.1 


894926 


25.4 


894931 


32.3 


894927 


24,8 


894932 


31.8 


Moyenne 


24,5 +/- 1,5 


Moyenne 


32,0+/- 1,0 




Tableau 


n' 3 




Animaux traites 


par 7,5 ng/jour/5 jours par peptide 


formulc 


n" 7 








Groupe Temoin 


Groupe Traiie 




Animaux 


Dynes 


Animaux 


Dynes 


894923 


26.2 


894933 


39,8 


894924 


23.7 


894934 


41,3 


894925 


22.5 


894935 


37,5 


894926 


25.4 


894936 


36.2 


894927 


24.8 


894937 


40,7 


Moyenne 


24,5 +A 1,5 


Moyenne 


39.1 +A2.2 
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10 



25 



30 



Conclusions 

Les resultats obtenus au cours de cette etude permettent de conclure 
que le peptide n° 7 possede une action cicatrisante hautement 
significative. 

Pour les doses de 75 M g par jour pendant 5 jours la difference entre 
le groupe traite et le groupe temoin est de 59,6%. 

Exemple 4 - Misc en Evidence dc I'activitc du conjuguc n* 7 sur 
la synthese de collagene de type I par des fibroblastes en 
culture 



La mise en evidence de I'influencc du conjuguc n B 7 sur la synthese 
15 de collagene de type I par des cellules en culture a etc realisde sur deux 
types cellulaires : 

- des fibroblastes humains de plastie mammaire au 3eme passage, obtenus 
dans notre laboratoire de culture cellulaire a I'lEB, 

- des MRC5, fibroblastes de poumon embryonnaire humain non 
20 transformes au passage p38. obtenus a p 25-30 chcx ICN FLOW. 

Les cellules sont stimulees ou non avec Ic conjuguc n 9 7, puis elles 
sont observees au microscope photoniquc a fluorescence apres revelation 
du collagene de type I par une reaction d'immuno-fluoresccnce 
secondaire. 



Materiel et mdthodc 

Culture cellulaire : 

Les cellules sont ensemencees a raison dc 70 000 cellules par ml 
pour les fibroblastes de primoculiure et 20 000 pour les MRC5. 
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La culture est realisee en DMEM 10% SVF dans les cubes de Leigton 
contenant une lamelle dans le fond du tube, volume final : 1,6 ml. 

8 tubes sont prevus par type cellulaire : 3 temoins et 5 
concentrations. 

5 

Preparation des produits : 



Preparation d'une solution mere du conjugue n° 7 a 2,34 10-3 M : Ml 



10 


M 


Vol de M 


Vol de PKS-BSA 


Vol M 




M2 


2 ml Ml 


2,68 ml 


10-3 M 


15 


M3 


0,01 ml M2 


1 ml 


10-5 M 




M4 


0,01 mlM3 


1 ml 


10-7 M 


20 


M5 


0,01 ml M4 


1 ml 


10-9 M 



Ces differentes solutions meres seront ajoutecs au milieu de culture 
au moment du contact produit. 

Les dilutions sont realisees dans du PBS (Eurobio) - BSA 0,1% 
(Flucka) puis filtrees sur filtres 0,22 urn (Sartorius). 



Methodologie 

A JO, le milieu est elimine et remplace par du milieu frais auquel est 
30 ajoute le conjugue n° 7 au.\ differentes concentrations selon le tableau 
suivant : 
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C 


Concentration 
finale 


Vol milieu 


Vol M 


5 


a 


10~*M 


1,5 ml 


0,15 ml M2 




C2 


10-5 M 


1,5 ml 


O 01 ^ ml 
\J,\J I J II LI jvi^, 


10 


a 


107 M 


1,5 ml 


0,015 ml M3 




C4 


109 M 


1,5 ml 


0,015 ml M4 


15 


C5 


10-7 M 


1,5 ml 


0,015 ml M5 



Les temoins TO et T ne regoivent que du milieu. 
Tl est traite comme CI. 



20 Fixation des cellules 

Le milieu est eliminc ; les tubes soni rinccs 3 fois avec du DM EM sans 
serum a 37 Q C. 

Les cellules sont fixees 20 mn a 4'C en presence de PFA 2,5% (Prolabo) 
25 dans du Hanks (Eurobio). 

3 rincages en DM EM sans serum sont effectues suivis de 2 lavages 10 
mn en PBS sans calcium ni magnesium (Eurobio). 

Marquage des cellules 

30 

* Reaction primaire : fixation du premier anticorps de souris 
anticollagene humain de type I dilue au l/100eme dans du PBS. 
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Les lamelles sont sorties des tubes et sechees. La face portant les 
cellules est reperee et signalee (un angle est casse pour repere). 

100 ml d'anticorps primaire sont mis au contact des cellules pour les 
conditions CI a C5. 

5 Les lamelles T et Tl restent dans les tubes avee du PBS sans calcium 

ni magnesium car ce sont des temoins pour le deuxieme anticorps. 

Les lamelles sont placees en chambre humide pour eviter la 
deshydratation a +4° C sous agitation douce durant toute la nuit. 

* Reaction secondaire : cette etape revele la reaction primaire par 
10 un anticorps secondaire de chevre anti-Ig G de souris marque TRITC : 
Sigma r£f. T-7782 lot 044H4831. 

L'anticorps primaire est elimine et les lamelles sont lavees 2 fois au 
PBS pendant 10 mn a temperature ambiante. 

Puis un lavage en PBS 0,1% BSA est realise 10 mn supplementaires. 

15 

100 ml d'anticorps secondaire dilue au l/1206me sont mis au contact des 
cellules de toutes les lamelles a temperature ambiante durant 1 heure. 

L'anticorps est ensuite elimine et les lamelles sont lavees au PBS 
0,1% BSA 10 mn, puis 4 fois 5 mn a 1'eau osmosee. 
20 Une fois sechees les lamelles sont montecs cote cellules sur une 

lame de microscopie contre une goutte de liquidc de montage (Sigma). 
Les bords des lamelles sont lutes au vernis. 

Resultats 

25 

Les observations microscopiques sont realisees sur un microscope 
droit k fluorescence Zeiss (Axioplan), surmonte d'une camera 3 CCD Sony 
(MC-3215 P/M) reliee a un moniteur video Trinitron avec ecran couleur 
Sony. L'ensemble est connect^ a une imprimante couleur Sony (UP-7000p). 
30 Les observations des lames sont faites avec Tobjectif Plan Apochromat \ 63 
a l'huile. 
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Les cellules sont d'abord observees en contraste interferentiel et/ou 
de phase. Qyand un champ est selectionne, I'image est enregistr^e, puis 
sans bouger d'endroit 1'observation est realis^e en fluorescence et 
enregistree. 

5 Ainsi pour chaque prise de vue nous disposons simultan6ment a 

l'ecran ou superposes les 2 images memorisees. 

Conclusions 

10 Comme le montre l'ensemble de ces resultats, le conjugue n° 7 a 

10-11 M stimule tr£s significativement la synthese de collagene de type I 
par des fibroblastes de primoculture. 

La couleur rouge indique la fixation des anticorps secondaires 
marques k la rhodamine sur les anticorps ami-collag£ne de type I. Cette 
15 couleur t^moigne done de la presence de collagene de type I synth6tis£e 
par les fibroblastes en culture. 

La luminosite moyenne du rouge sur l'ensemble de I'image des 
cellules traitees avec le conjugu6 n° 7 a 10-11 M est de 54,8 alors que pour 
les cellules non traitees elle n'est que de 32,78. 
20 Le conjuguee n° 7 stimule la synthese dc collagene de type I par les 

fibroblastes humains de primocultures de maniere significative : +67%. 

Les resultats non presentes ici, obtenus sur les MRC5 donnent les 
memes tendances. 

25 (Voir figures 1 a 3). 
Figure 1 : 

30 

Intensity de fluorescence de fibroblastes marques a la 
rhodamine : mise en Evidence du collagene de type I 
B 10-11 M 

35 11 10-9 M 

LH j 10-7 M 

b t 
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REVINDICATIONS 

1. Conjugue peptidique caracterise en ce qu'il cornprend une 
sequence d'au moins 3 acides amines choisis parmi Lys-Lys-Gty, Gly-His- 
5 Lys et GIu-His-Lys, 

dans laquelle "Lys" represente la Lysine ou un ddrivc halogenc de la 
Lysine, ou un deriv6 methyle de la Lysine, notarnment Methyl-Lysine et 
Dihydrobromo-M6thyl-Lysine, les acides amines pouvant etre sous la 
forme D, L ou DL, 

10 ladite sequence etant conjuguee chimiquement ou physiquement avec au 

moins un compose selectionne parmi 

- les acides monocarboxyliques de formuie generale 
HOOC-R ([) 

dans laquelle R represente un radical aliphatique en CrC 20 . lineaire ou 
15 ramifie, Eventuellement substitud, pouvant comporier une ou plusieurs 

insaturations, 

ainsi que les derives alcool ou aldehyde ou amide des acides de formuie I ; 
i la condition que si la sequence peptidique cornprend uniquement Gly- 
His-Lys, elle n'est pas conjuguee in un seul residu d'acidc palmitique ; 

20 - les acides dicarboxyliques de formuie generale 

HOOC-R! -COOH (II) 
dans laquelle Rj represente un radical aliphatique divalent, comprenant 
au moins 3 atomes de carbone, de preference 3 a 10 atomes de carbone, 
droit ou ramifie, notarnment un radical alkyl, alkyiene, alkenylene ou 

25 alkynylene, pouvant comporter une ou plusieurs insaturations 
eventuellement substitue, notarnment par un ou plusieurs groupes amino, 
hydroxy, oxo ou un radical alkyl en C1-C3. 



2. Conjugue selon la revendication 1, caracterise en ce que dans la 
30 formuie generate I, R peut representer : 

- un radical monoinsature de configuration cis ou trans, de formuie 
generale 

R 2 -CH=CH- 

dans laquelle R 2 peut representer un radical alkyle lineaire ou ramifie 
35 comprenant au moins 6 atomes de carbone, de preference 6 & 16 atomes de 
carbone eventuellement, substitue par un groupe amino, hydroxy ou oxo ; 
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- un radical aliphatique lineaire ou ramifie en C r C 20 substitue ou non, 
notamment un radical alkyl, alkenyl ou alkynyl pouvant comporter une 
ou plusieurs insaturations et pouvant etre substitue par un ou plusieurs 
radicaux choisis dans le groupe comprenant : 

NH 2 , OH, oxo, thiol ou un radical cyclique non aromatique comportant de 5 
a 6 atomes dans le cycle dont 1 ou 2 pouvant etre differents du carbone, en 
particulier, S, O ou N, lesdits cycles pouvant etre substitues par des 
radicaux alkyl en Ci a C 3 , notamment methyl. 



3. Conjugue selon la revendication 2, caractcrise en ce que lorsque 
R represente une chaine aliphatique en C r C> 0 . elle peut etre susbtituee 
par un cycle choisi parmi 




4. Conjugue selon la revendication 1, caracterise en ce que dans la 
formule II, R, represente un reste alkylene en C,-C 8 eventuellement 
20 substitue. 



5. Conjugue selon I'une des revendicaiions 1 a -4, caracicrisc en ce 
que la sequence d'acidcs amines est liee a I'acide de formule 1 ou II ou a 
son derive sous forme de sel, d'ester ou d'amide. 

6. Conjugue selon l'une des revendications 1 a 4 caracterise en ce 
que 1'acide de formule generale I est choisi parmi I'acide acetique, 1'acide 
DL lipoique, I'acide dihydrolipoique, la N-lypoyl-lysine, les acides 
hydroxydecenoiques et decenoiliques, I'acide retinoique et ses derives, le 
retinal et le retinol, I'acide myristique et ses derives, I'acide palmitique, 
sous forme de sels, d 'esters ou amides, 

et en ce que I'acide de formule generale II est choisi parmi I'acide 
adipique, I'acide a-amino adipique, I'acide pimelique, I'acide sebacique et 
leurs derives. 



35 
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7. Conjugue selon Tune des revendications 1 £ 6, caracterise en ce 
que les acides de formules generates I ou II sont de preference chotsis 
parmi I'acide acetique et ses derives, I'acide a-DL-Upoique et ses derives, 

5 I'acide dihydrolipoique, la N-Upoyl-Lysine, 1'acide adipique, 1'acide 
a-amino-adipique, I'acide pimelique, i'acide sebacique et ses derives, 
1'acide trans- 10- h ydroxy-A2-decen oique et I'acide 
trans-oxo-9-decene-2-oique, Pacide retinoique et ses derives, le retinol, et 
le retinal, I'acide myristique et I'acide palmitique, 

10 

8. Conjugue selon Tune des revendications 1 a 7, caracterise en ce 
qu'il pr£sente la formule generate 

A-X-Gly-His-Lys-Y (III), ou 
A-X-Ciu-His-Lys-Y (IV) 
15 dans laquelle . A est un compose de formule generate I ou II, ou le radical 

correspondant 

. X peut representer une chaine de 1 a 3 residus Lys, 

eventuellement methyles, OH, NH2 ou une liaison 
. Y peut representer OH ou NH 2 , 
20 les acides amines etant sous forme D, L ou DL 

9. Conjugue selon Tune des revendications de 1 a 8 caracterise en ce 
qu'il est selectionne parmi les derives peptidiques suivants : 



25 1 - A-MeLys-Lys-Lys-Gly-His-Lys-NH 2 

2 - A-MeLys-Lys-Gly-His-Lys-NH 2 

3 - A-MeLys-Gly-His-lys-NH 2 

4 - A-MeLys-Lys-Lys-Gly-His-Lys-OH 

5 - A-MeLys-Lys-Gly-His-Lys-OH 
30 6 - A-MeLys-Gly-His-Lys-OH 

7 - A-Lys-Lys-Gly-His-Lys-NH 2 
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8- 


A-Lys-Gly-His-Lys-NH 2 


9- 


A-Lys-Lys-Gly-His-Lys-OH 


10- 


A-Lys-Gly-His-Lys-OH 


11 - 


A-Lys-Lys-Glu-His-lys-NH 2 


12- 


A-Lys-Glu-His-Lys-NH 2 


13- 


A-Glu-His-Lys-NH 2 


14- 


A-Lys-Lys-GIu-His-Lys-OH 


15- 


A-Lys-Glu-His-Lys-OH 


16- 


A-Glu-His-Lys-OII 



10 

"A" etant un acide de formule generate I ou II idles que ddfinies dans les 
revendications de 1 4 7, ainsi que les derives de ccs molecules sous forme 
de sels d'esters ou d'amides. 

15 10. Conjugu<* selon Tune des revendicaiions de 1 a 9, caracterise en 

ce qu'il est sous forme de complexes meiallopcpiidiques lies physiquemenr 
ou chimiquement a un sel de Zinc. 

11. Composition pharmaceutique, caractcrisee en ce qu'elle contient 
20 au moins un conjugue scion Tune des revendications 1 a 10 avec des 

excipients pharmaceutiquement acceptables. 

12. Composition galenique pharmaceutique, comprenant au moins 
un des conjugues peptidiques selon Tune des revendications 1 a 10, 

25 presentees sous forme de pommades, de cremes dermiques, de gels, de 
lotions et de sprays, destines a la medecine humaine et veterinaire pour le 
traitement et la cicatrisation des plaies. 
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13. Composition galenique pharmaceutique, comprenant au moins 
un conjugue peptidique, selon Tune des revendications de 1 a 10, 
caract6ris6e en ce que le conjugue est associe & au moins une substance 
choisie parmi les antiseptiques, les antibiotiques a large spectre 

5 antimicrobien, ou les antifongiques & large spectre d'activiu*, destinee au 
traitement par voie topique et & la cicatrisation des plaics infectees. 

14. Composition galenique 4 usage pharmaceutique et 
cosmetologique, comprenant au moins un des conjugues peptidiques selon 

10 les revendications de 1 a 10, presente sous forme dissociations ou de 
composes, avec des molecules connues pour leurs activites anticoagulantes 
et phlebotoniques par voie topique, destinees au traitement preventif et 
curatif, des vergetures, des insuffisances veineuscs (jambes lourdes), de la 
couperose, en applications locales, sous forme de cremes de gels, de laits ou 

15 de sprays. 

15. Composition galenique a usages pharmaceutiques et 
cosmetologiques, comprenant au moins un des conjugues peptidiques selon 
les revendications de 1 a 10 utilises seuls, ou sous forme dissociations, de 

20 composes, ou de complexes, avec des molecules connues pour leur ddrives 
homologues de I'aMSH, de I'ACTH, et dc la proopiomelanocortine, 
presentees sous forme de cremes, de gels, de laits, de lotions ou de sprays, 
pour applications topiques, et destinees au traitement preventif et curatif 
des troubles de la melanogenese, a Tacceleration de la melanisation de 

25 Tepiderme, et a l'obtention d'un bronzage cutane naturel, et d'une 
protection totale contre les radiations solaires ultra-violettes (UVA-UVB). 

16. Conjugue peptidique selon Tune des revendications 14 10, pour 
son utilisation & titre de medicament. 

30 

17. Composition cosmetologique contenant au moins un conjugue 
selon Tune des revendications 1 a 10 presentees sous forme de crimes, de 
gels, de lotions, ou de sprays, pour applications par voie topique destinees 
au traitement preventif et curatif des rides du visage, du cou et des mains. 

35 
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Cadre I Observations - lorsqu'il a etc estime que certaines revendications ne pouvaient pas faire I'objet d'une recherche 
(suite du point I de la premiere feuille) 



Conformement a rarude 17.2)a), certaines revendicaiions n'ont pas fait I'objet d'une recherche pour les motifs suivants: 

I. Les revendications n cl , 

se rapportent a un objet a 1'ega/d duquel I'adminisuation n'esi pas tenue de proceder a la recherche, a savoir: 



2. X Les revendicaiions n 01 1~3 

^""^ se rapportent a des parlies de la demande tnternauonak qui ne rempltssent pas suffisammeni les conditions prescribes pour 
qu'une recherche significauve puisse etre effectuce, en pariiculier: 

A cause de l'enorme etendre des revendications 1-3, qui couvrent toute 
sequence contenant les trypeptides de la revendication 1, il s'est avere 
qu'une recherche complete n'est pas possible pour des raisons d'economie. 

3. 1 Les revendications n 01 

sonl des revendicaiions dependames cl ne sont pas red i gees conformement aux disposmons de la deuxieme et de la 

troisieme phrases de la regie 6.4. a). 



Cadre II Observations - lorsqu'il y a absence d'unite de ('invention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



L'administration chargee de la recherche Internationale a trouve plusieurs inventions dans la demande internaiionale, a savoir: 



j ~"1 Comme toutes les taxes addiuonnelles ont eie payees dans les delais par le deposanl, le present rapport de recherche 
1 ' internauonaie porte sur toutes les revendications pouvanl faire I'objei d une recherche. 

I I Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui s'y pretaienl onl pu etre effectuees sans effort paruculier 
jusufiant une taxe addiuonnelle, ladmmisuauon n'a soilicile le paiement d'aucune taxe de cette nature. 



2. Comme une par lie seulement des taxes addiuonnelles demandees a eie payee dans les delais par le deposanl, le present 

1-4 rapport de recherche internauonaie ne porte que sur les revendicaiions pour lesqueiles les taxes onl eie payees, a savoir 
les revendicauons n° s : 



4, I I Aucune Laxe addilionneUe demandee n'a eie payee dans les delais par le deposanl. En consequence, le present rapport 

I ' de recherche internauonaie ne porte que sur ('invention menuonnee en premier lieu dans les revendicauons; elle est 

couvertes par les revendicauons n°*: 



Remarque quant a la reserve | | Les taxes addiiionnelles etaieni accompagnees d'une reserve de la part du deposanl. 

j j Le paiement des taxes addiuonnelles n'ctait assorti d'aucune reserve. 
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PEPTIDE CONJUGATES, THEIR USE AS MEDICINAL PRODUCTS AND 
COMPOSITIONS CONTAINING THEM 

Under the influence of internal "peptide 
neurotransmitter" or external "ultraviolet and ionizing 
radiation" physiological processes, epidermal cells, in 
particular germinating keratinocytes , secrete growth 
factors and cell cooperation factors, whose role is to 
stimulate the cellular synthesis of cytoskeletal mol- 
ecules and to activate cellular interactions. 

These physiological properties are reflected by 
an activation of cell metabolisms which are essential for 
the regeneration of the connective tissues of the dermis 
and the epidermis and cicatrization processes. 

The present invention relates to the production 
of peptide molecules, homologous derivatives of the 
active peptide sequences of cell growth factors and cell 
cooperation factors, secreted naturally by keratinocytes. 

Among the peptide derivatives forming the subject 
of the present invention are featured, in particular, 
peptide and metallopeptide derivatives whose pharmo- 
cological activities are oriented: 

on the one hand, toward the cellular synthesis of 
molecules forming the cytoskeleton, such as collagens of. 
type I and type III, glycosaminoglycans and f ibronec t ins , 
on the other hand, toward the synthesis of molecules 
whose role is to stimulate and activate the phenomena of 
cellular cooperation and interaction - " endothel ins , 
integr ins " . 

These activites are complementary and essential 
for dermal and epidermal expression, for tissue restruc- 
turing processes , cicatrization, angiogenesis , melanogen- 
esis , etc . 

One of the subjects of the present invention is 
the use of the above peptide and metallopeptide deriva- 
tives for the treatment, in topical application, of 
cicatrization of chronic wounds, such as ulcerous lesions 
in diabetics, varicose ulcers, the esthetic cicatrization 
of surgical wounds, the preventive and curative treatment 



of stretchmarks and complications thereof. 

In the above indications, the peptide derivatives 
can be used in human and veterinary therapy in the form 
of "ointments, gels, solutions or spray". 

One of the preferred applications of the inven- 
tion is the use of peptide derivatives in the various 
fields of cosmetology, for the preventive and curative 
treatment of wrinkles on the face, the neck and the 
hands, in the form of lotions, gels, milks, creams or 
spray, in local application. 

Another application of the peptide derivatives of 
the invention is their use as activating and potentiating 
agents for physiological mechanisms of cellular cooper- 
ation. 

The peptide derivatives can be used alone or, 
preferably, in combination with natural compounds or 
biomolecules or synthetic derivatives thereof, the 
specific biological activity of which can only be fully 
expressed by collaboration between two complementary 
cellular systems of which they stimulate or induce only 
one element . 

This is the case, in particular, for melanotropic 
hormones which induce melanogenesis in melanocytes and 
whose expression at the surface of the human epidermis 
(white race) can only be fully expressed by intimate 
cooperation between melanocytes and keratinocytes , thus 
forming a veritable functional unit known as an 
"epidermal melanin unit". 

Melanocytes activated by OMSH and derivatives 
thereof secrete melanin, which is transferred and dis- 
persed, in the keratinocytes, under the influence of the 
peptide, factors for cellular cooperation and homologous 
derivatives thereof . 

One of the applications of the present invention 
is the use of the peptide derivatives described above in 
the various fields of dermatology and cosmetology. 

The peptide derivatives can be used alone or in 
combination with other active molecules, such as 
homologous derivatives of aMSH synthesis, or other 



substances, in the form of creams, milks, lotions, 
solutions or sprays, in topical (local) applications, to 
accelerate the processes of melanogenesis of the epider- 
mis, to accelerate the melanization of the skin by 
producing a natural tan, and to offer complete protection 
against solar (UV) radiation. 

More particularly, the present invention relates 
to conjugates containing a peptide sequence comprising at 
least three amino acids chosen from Lys-Lys-Gly , Gly-His- 
Lys and Glu-His-Lys , in which " Lys " represents lysine or 
a halogenated lysine derivative, or a methylated lysine 
derivative, in particular methyllysine and dihydrobromo- 
methyllysine , it being possible for the amino acids to be 
in D, L or DL form. 

These amino acids are in their natural or unnatu- 
ral form, the said sequence being used in peptide form, 
or chemically or physically conjugated with at least one 
compound selected from 

1) monocarboxylic acids of general formula 

HOOC-R (I) 
in which R represents a substituted or unsubsti tuted, 
straight or branched C x to C 20 aliphatic radical, in 
particular an alkyl, alkenyl or alkynyl radical which can 
contain one or more unsaturations and can be substituted 
with one or more radicals chosen from the group compris- 
ing:^, OH, oxo or a non-aromatic cyclic radical con- 
taining 5 or 6 atoms in the ring, it being possible for 
one or two of these to be other than carbon, in particu- 
lar S, O or N, it being possible for the said rings to be 
substituted with Cj^ to C 3 alkyl radicals, in particular 
methyl , 

as well as the alcohol or aldehyde or amide derivatives 
of the acids of formula I: 

on condition that if the peptide sequence solely com- 
prises Gly-His-Lys, it is not conjugated to a single 
palmitic acid residue. 

Among the rings which can be substituted, mention 
should be made of the following 
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corresponding to retinoic acid derivatives and lipoic 
acid derivatives. 

In certain cases, the aliphatic chain can consist 
of a polyalkenyl chain. 

Among the compounds of formula I , mention should 
preferably be made of the compounds of formula: 

R 2 -CH=CH-COOH 

of cis or trans configuration in which R 2 is a C 6 to C 16 
alkyl radical optionally containing one or more -NH 2 , OH 
or oxo substituents. 

2) the dicarboxylic acids of general formula 

HOOC-R^COOH (II) 
in which R x represents a substituted or unsubsti tuted, 
straight or branched, in particular C 3 to C 10 , divalent 
aliphatic radical, in particular an alkyl, alkylene, 
alkenylene or alkynylene radical, which can contain one 
or more unsaturations and can be substituted with one or 
more NH 2 , OH or oxo radicals or a C x to C 3 alkyl radical. 

In the general formula I, mention should be made 
more particularly of the compounds in which R represents: 
a monounsaturated radical of cis or trans configur- 
ation, of general formula 
R 2 -CH=CH- 

in which R 2 represents a linear or branched aliphatic 
radical, in particular alkyl, comprising at least six 
carbon atoms, preferably 6 to 16 carbon atoms, substi- 
tuted with an amino, hydroxyl or oxo group; 

a linear or branched C x -C 20 alkyl radical optionally 
substituted with one or more substituents chosen from: 
amino, hydroxyl, oxo, thiol, imino, C 4 -C 7 cycloalkyl, 
which is optionally substituted, and if at least two 
substituents are present, they can together form a bond, 
in particular a disulfide bridge. 



The conjugate peptides according to the invention 
are linked, in the form of salts, esters or amides, to 
acids having essential metabolic functions in the activa- 
tion of the Krebs tricarboxylic cycle. 

The acids of general formula (I) or (II) are 
chosen more particularly from the carboxylic acids for 
which R x represents a substituted or unsubs ti tuted C 4 -C 8 
alkylene, in particular acetic, adipic and oc-aminoadipic 
acids and derivatives, DL-lipoic acid and derivatives, 
dihydrolipoic acid and its N-lipoyllysine derivative, 
pimelic acid and derivatives, and sebacic acid and 
derivatives . 

The fatty acids for which R represents a linear 
or branched alkylene residue are more particularly 
hydroxydecenoic and decenoilic acids, retinoic acids and 
derivatives thereof, retinal and retinol, myristic acid 
and derivatives thereof, and palmitic acid, in the form 
of salts, esters or amides. 

Compounds especially suitable for obtaining 
conjugates according to the invention are chosen from 
acetic acid and derivatives thereof, a-DL-lipoic acid and 
derivatives thereof, dihydrolipoic acid, N-lipoyllysine, 
adipic acid, a-aminoadipic acid, pimelic acid, sebacic 
acid and derivatives thereof, trans-10-hydroxy-A2- 
decenoic acid and trans-oxo-9 -decen-2 -oic acid, retinoic 
acid and derivatives thereof, retinol, retinal, myristic 
acid and palmitic acid. 

More specifically, the present invention relates 
to peptides which induce endocellular synthesis of 
collagens of type I and III and glycosaminoglycans , with 
high metabolic and cicatrizing activity, as well as 
molecules for inducing and stimulating processes of 
cellular cooperation. 

The peptide conjugates according to the invention 
preferably comprise at least one of the following peptide 
sequences : 

Lys-Lys-Gly 

Gly-His-Lys 

Glu-His-Lys 



1 



in which Lys represents lysine or a halogenated lysine 
derivative, or a methylated lysine derivative, in par- 
ticular methyl lysine and dihydrobromomethyllysine, it 
• being possible for the amino acids to be in' D, L or DL 
5 form. 

Preferably, the peptide conjugates correspond to 
one of the following general formulae: 
A-X-Gly-His-Lys-Y (III) , or 
A-X-Glu-His-Lys-Y (IV) 
10 in which * A is a compound of general formula I or 

II or the radical corresponding to this 
compound 

X can represent a chain of 1 to 3 Lys 
residues, which is optionally methylated, 
!5 in particular at the N-terminal end, OH, 

NH 2 or a bond 
Y can represent OH or NH 2 , 
the amino acids being in D, L or DL form. 

A is preferably acetic acid, adipic acid, ot-aminoadipic 
20 acid, DL-lipoic acid, dihydrolipoic acid, N-lipoyllysine , 
pimelic acid, sebacic acid, trans-oxo-9-decen-2-oic acid 
and trans-hydroxy-10-decen-2-oic acid. 

The present invention relates particularly to the 
following peptide . conj ugates : 



25 


1- 


A- 


-MeLys - Lys -Lys -Gly-His -Lys 




2- 


A- 


-MeLys-Lys-Gly-His-Lys-NH 2 




3- 


A- 


-MeLys -Gly-His -Lys -NH 2 




4- 


A- 


-MeLys -Lys -Lys -Gly-His -Lys 




5- 


A- 


-MeLys - Lys -Gly-His -Lys -OH 
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6- 


A- 


-MeLys -Gly-His -Lys-OH 




7- 


A- 


-Lys -Lys -Gly-His -Lys -NH 2 




8- 


A- 


-Lys -Gly-His -Lys -NH 2 




9- 


A- 


-Lys -Lys -Gly-His -Lys -OH 




10- 


A- 


•Lys -Gly-His -Lys -OH 
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11- 


A- 


•Lys -Lys -Glu-His -Lys -NH 2 




12- 


A- 


■Lys-Glu-His-Lys-NH 2 




13- 


A- 


•Glu-His -Lys -NH 2 




14- 


A- 


Lys -Lys -Glu-His -Lys -OH 




15- 


A- 


Lys -Glu-His -Lys -OH 



16- A-Glu-His-Lys-OH 

A being defined as above, as well as the deriva- 
tives of these molecules in the form of salts, esters or 
amides . 

The amino acid sequences mentioned above can be 
sequences of natural or unnatural amino acids. 

The conjugations according to the present inven- 
tion can be carried out by reacting the amine or acid 
function of the amino acid with an amine or acid function 
of the acid A, or it is even possible to exploit the 
presence of a hydroxyl function on the acid. 

The present invention relates to all of these 
conjugations, as well as to the nonfunctional conjugates. 

The peptide conjugates described above in the 
invention can be used in their peptide form or linked 
with a metal in the form of equimolecular complexes. 

The metal used to prepare the me tallopeptide 
complexes of the invention is preferably a divalent 
metal, in particular zinc (Zn) , which can be coupled in 
salt form with the carboxylic group of the terminal amino 
acid, lysine (Lys) . 

Similarly, in certain cases, it is possible that 
certain amino acids contain, for example, glycosylation 
functions . 

It should be understood that the present inven- 
tion also relates to all of these forms. 

According to another aspect, the invention 
relates to pharmaceutical compositions containing at 
least one peptide conjugate as defined above, with 
cosmetologically and/or pharmaceutically acceptable 
excipients . 

The present invention relates more particularly 
to the use, as a medicinal product, of one or more of the 
peptide derivatives and conjugates described above 
according to the invention. 

The present invention also relates to cosmetic 
preparations containing one or more peptide derivatives 
and conjugates described above according to the inven- 
tion . 



10 
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The present invention also relates to galenic, 
pharmaceutical and cosmetological compositions comprising 
at least one of the compounds as defined above. 

One of the subjects of the present invention is 
the use, via the topical or injectable route, of peptide 
conjugates and of their derivatives, composition or 
combination with known active principles. 

These peptide conjugates, their derivatives, 
composition or combination can be in the form of 
lyophilized injectable vials or in the form of cream, 
gels, milks, lotions or sprays, and can contain known 
excipients . 

The peptide conjugates of the invention, their 
derivatives, compositions or combinations with known 
15 active principles, are useful for the treatment and 
cicatrization of chronic lesions or wounds in diabetics, 
varicose ulcers, the cicatrization of surgical wounds, 
and the preventive and curative treatment of 
stretchmarks . 

20 The conjugate may, in particular, be combined 

with at least one substance chosen from antiseptics, 
antibiotics with a broad antimicrobial spectrum, or 
antifungal agents with a broad spectrum of activity, for 
the preparation of a composition intended for the topical 
25 treatment and cicatrization of infected wounds. 

According to another aspect, the peptide conju- 
gate can be in the form of combinations or compounds, 
with molecules known for their anticoagulant and phlebo- 
tomic activities via the topical route, which are 
3 0 intended for the preventive and curative treatment of 
stretchmarks, venal insufficiency (tired legs) and 
blotches, in local application, in the form of creams, 
gels, milks or sprays. 

One of the preferred applications of the inven- 
35 tion is the use of the peptide conjugates as adjuvants, 
activators or. cof actors, in combination with molecules 
chosen from ocMSH or homologous derivatives thereof, ACTH 
or propiomelanocortin and analogs thereof, in composi- 
tions intended for the preventive and curative treatment 



i 



of melanogenesis disorders, for the stimulation of 
epidermal melanogenesis, in order to obtain a rapid 
natural tan and for total protection against ultraviolet 
solar radiation (DEM) . 

Another of the preferred applications of the 
invention is the use of the peptide conjugates in various 
cosmetological formulations for the preventive and 
curative treatment of wrinkles on the face, the neck and 
the hands, in the form of emulsions, creams, milks, 
lotions, gels or sprays, in local application. 

The examples which follow are intended to illus- 
trate the invention without limiting its scope in any 
way . 

In these examples, reference will be made to the 
following figures : 

Figure 1: Intensity of fluorescence of fibroblasts 
labelled with rhodamine: demonstration of type-I 
collagen . 

Figures 2 and 3: Demonstration, by measuring the inten- 
sity of coloration, of collagen synthesis by cells which 
are or are not treated with conjugate No. 7. 

Example No. 1 - Synthesis of conjugate 7 

A-Lys-Lys-Gly-His-Lys-NH 2 

A = adipic acid = COOH- (CH 2 ) 4 -COOH 

The synthesis was carried out by the Merrifield 
method adapted to the structure of the conjugate accord- 
ing to the following steps: 

Z-Gly-His-Lys-NH 2 : 

H-His-Lys-NH 2 hydrochloride (2.1 g, 11 mmol) is 
added, with stirring and at 0°C, to a solution in 
dimethylformamide (10 ml) containing Z-Gly-OH (2.08 g, 
10 mmol), BOP (4.42 g, 10 mmol) and diisopropylethylamine 
( DIEA , 22 mmol) . 

After stirring for 6 hours at room temperature, 
the reaction solvent is evaporated off under vacuum at a 
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temperature below 40°C. 

The residue is dissolved in ethyl acetate 
(200 ml) . 

The organic phase is washed several times with 
saturated sodium bicarbonate solution (2 x 50 ml) , with 
water (2 x 50 ml), with saturated KHS0 4 solution 
(2 x 50 ml) and with water (2 x 50 ml) . 

The organic phase is dried over sodium sulfate 
and concentrated under vacuum to give a homogeneous white 
foam (3.1 g, 91%) after chromatography on silica gel. 

Z-Lys- (Boc) -Gly-His -Lys-NH 2 

The compound Z-Gly-His-Lys-NH22 (3.45 g, 10 mmol) 
is dissolved in 95 ethanol (100 ml) containing 20 mmol of 
hydrochloric acid. 

The reaction mixture is hydrogenated for 5 hours. 
The catalyst is filtered off and the solvent is 
concentrated under vacuum at a temperature below 40°C. 

The remaining residue is triturated several times 
from ether and decanted. It is dried under vacuum in the 
presence of KOH. This residue is dissolved in dimethyl- 
formamide (10 ml) in the presence of Z-Lys- (Boc) -OH 
(3.81 g, 10 mmol), BOP (4.42 g, 10 mmol) and diisopropyl- 
ethylamine (DIEA, 22 mmol) . 

The reaction mixture is stirred for 30 min at 0°C 
and then for four hours at room temperature. 

The reaction solvent is evaporated off under 
vacuum at a temperature below 40°C. 

The residue is dissolved in ethyl acetate 
(200 ml) . 

The organic phase is washed several times with 
saturated sodium bicarbonate solution (2 x 50 ml), with 
water (2 x 50 ml), with saturated KHS0 4 solution 
(2 x 50 ml) and with water (2 x 50 ml) . The organic phase 
is dried over sodium sulfate and concentrated under 
vacuum to give a homogeneous white foam (4.7 g, 82%) 
after chromatography on silica gel. 

Z-Lys- (Boc) -Lys- (Boc) -Gly-His-Lys -NH 2 



The compound Z-Lys- (Boc) -Gly-His-Lys-NH22 (5.7 g, 
10 mmol) is dissolved in 95 ethanol (150 ml) containing 
10 mmol of hydrochloric acid . 

The reaction mixture is hydrogenated for 5 hours. 

The catalyst is filtered off and the solvent is 
concentrated under vacuum at a temperature below 40°C. 

The remaining residue is triturated several times 
from ether and decanted. It is dried under vacuum in the 
presence of KOH. This residue is dissolved in dimethyl- 
formamide (10 ml) in the presence of Z-Lys- (Boc ) -OH 
(3.81 g, 10 mmol), BOP (4.42 g, 10 mmol) and diisopropyl- 
ethylamine (DIEA, 22 mmol) . 

The reaction mixture is stirred for 30 min at 0°C 
and then for six hours at room temperature. 

The reaction solvent is evaporated off under 
vacuum at a temperature below 40°C. 

The residue is dissolved in ethyl acetate 
(300 ml) . 

The organic phase is washed several times with 
saturated sodium bicarbonate solution (2 x 50 ml), with 
water (2 x 50 ml), with saturated KHS0 4 solution 
(2 x 50 ml) and with water (2 x 50 ml) . The organic phase 
is dried over sodium sulfate and concentrated under 
vacuum to give a homogeneous white foam (6.5 g, 81%) 
after chromatography on silica gel. 

A-Lys-Lys-Gly-His-Lys-NH 2 

The compound Z-Lys (Boc) -Lys (Boc) -Gly-His-Lys-NH 2 
(8 g, 10 mmol) is dissolved in 95 ethanol (200 ml) 
containing 20 mmol of hydrochloric acid. 

The reaction mixture is hydrogenated for 5 hours. 

The catalyst is filtered off and the solvent is 
concentrated under vacuum at a temperature below 40 °C. 

The remaining residue is triturated several times 
from decanted ether. It is dried under vacuum in the 
presence of KOH. This residue is dissolved in dimethyl- 
formamide (10 ml) in the presence of adipic acid (2.1 g, 
10 mmol), BOP (4.42 g, 10 mmol) and diisopropylethylamine 
(DIEA, 22 mmol) . 

The reaction mixture is stirred for 15 min at 0°C 
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and then for five hours at room temperature. 

The reaction solvent is evaporated off under 
vacuum at a temperature below 40°C. 

The residue is dissolved in ethyl acetate 
(200 ml) . 

The organic phase is washed several times with 
saturated sodium bicarbonate solution (2 x 50 ml), with 
water (2 x 50 ml), with saturated KHS0 4 solution 
(2 x 50 ml) and with water (2 x 50 ml) . The organic phase 
is dried over sodium sulfate and concentrated under 
vacuum to give a homogeneous white powder (7.5 g, 76%) 
after chromatography on silica gel. 

This compound is dissolved in tri f luoroacetic 
acid (50 ml) . 

After 30 min, the solvent is concentrated under 
vacuum at a temperature below 40°C and the residue is 
triturated several times from anhydrous ether. 

The white powder obtained (6.9 g, 88%) is dried 
under vacuum. 

Adipoyl-Lys-Lys-Gly-His-Lys-NH 2 

Example No . 2 - Synthesis of conjugate 8 
A-Lys -Gly-His-Lys-NH 2 

A =5 trans-10-hydroxydec-2 -enoic acid 

The synthesis was carried out by the Merrifield 
method adapted according to the following steps and the 
methodology described in Example No. 1: 

1- Z-Gly-OH + H-His-Lys-NH 2 

2- Z-Gly-His-Lys-NH 2 

3- Z-Lys- (BOC) -Gly-His-Lys-NH 2 

4- A-BOP, DIEA, DMF 

5- Decenoyl-Lys-Gly-His-Lys-NH 2 

Preparation of the metallopeptide complex with 

zinc. 

The zinc salt used is in the form of ZnCl 2 . 

The peptide conjugate obtained above is dissolved 
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in distilled water at pH 5.6 in the following propor- 
tions : 

1 molecule of conjugate No. 8 in 10% 2nCl 2 
solution . 

5 After heating at 20°C for 10 min, the complex is 

purified on a column of Biogel P-2 in order to remove the 
excess zinc chloride not bound to the peptide, and is 
eluted with distilled water. 

After elution, a solution containing 0.5% of 
10 ZnCl 2 per peptide molecule is obtained. 

The solution is then frozen at low temperature 
"-60°C" and lyophilized. 

The metallopeptide complex is obtained in the 
form of a white powder whose formula is as follows: 
15 HO (CH 2 ) 7 -CH=CH-CO-Lys-Gly-His-Lys-Zn 

or ( trans-10-hydroxydec-2 -enoic-Lys-Gly-His-Lys-Zn) 
whose analytical properties are as follows: 
Organoleptic properties: White, water-soluble lyophi- 

lisate 

20 HPLC purity: 95% 

"Zinc-free" mass spectrometry MW 636.46363.6 

Amino acid composition 
(% zinc-free) 

Lysine 42.95% 

25 Histidine 21.55% 

Glycine 8.97% 

Example 3 - Study of the cicatrizing power of peptide 

conjugate No. 7 in animals (rats) 

Aim of the study 

30 To determine the cicatrizing power of peptide 

No. 7 administered to OFA rats by topical application at 

doses of 0.75 fig, 7.5 |lg and 75 fig per animal for five 
days . 



Materials and method 
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I- Animals: rats of OFA strain, 0F1, IFFA-CREDO, 
weighing 250 to 300 g. 

II- Test products 

Peptide conjugate No. 7, corresponding to the 

formula : 

Adipoyl-Lys-Lys-Gly-His-Lys-NH 2 . 

Dissolved in propylene glycol at doses of 
1.5 Jig/ml, 15 |ig/ml and 150 ^ig/ml . 

III- Method 

After general anesthesia with ether, an incision 
5 cm in length was made on the right flank of the ani- 
mals . 

Suturing with trinyl 2/0 thread was carried out 
at a level of one stitch every 0.5 cm. 

The animals treated as the controls underwent the 
same operation under the same conditions. 

The treatment began the day after the operation 
on the batches of animals treated with doses of 0 . 5 ml of 
peptide solution on each incision i.e. 0.75 fig, 7.5 jig 
and 75 jig of peptide per animal and per application for 
the duration of the treatment, i.e. five days. 

The animals were placed under observation for 
nine days and were then sacrificed by means of a lethal 
dose of penthiobarbital . 

The zones of skin in the course of cicatrization 
were removed and subjected to "drawing" tests with a 
dynamometer, in order to measure the resistance of the 
scar to drawing. 

Statistical analysis of the results 

A statistical analysis was carried out on the 
resistance values obtained by dynamometer. 

A variance analysis and a student "T" test were 
carried out on the individual values in order to define 



the significance threshold of the results. 
Results 

Peptide No. 7, administered at doses of 0.75 |ig, 
7 . 5 fig and 75 jig per day and for five consecutive days to 
the experimental animals, significantly increases the 
cicatrization of wounds in the treated animals relative 
to the controls, at doses of: 
0.75 jig, the increase is 14.5%, 
7.5 (ig, the increase is 30.9%, 
75 fig, the increase is 59.6%. 

In particular, total cicatrization is observed in 
the treated animals, from the 3rd day, whereas the 
controls show no visible signs of cicatrization. 

The appearance of the cicatrizations on the 9th 
day in the treated animals shows a perfectly flat scar 
with the absence of scar folds. 

Table No. 1 



Animals treated with 0.75 ^ig/day/5 days with peptide 
formula No. 7 

Resistance of the scars to "dynamometric " drawing 



Control 


group 


Treated group 


Animals 


Dynes 


Animals 


Dynes 


894923 


26.2 


894918 


28 . 5 


894924 


23.7 


894919 


26 . 1 


894925 


22 . 5 


894920 


29 . 3 


894926 


25.4 


894921 


27 .7 


894927 


24 . 8 


894922 


28 . 6 


Average 


24.5+/- 1.5 


Average 


28.0 +/- 1.2 



Table No. 2 

Animals treated with 7.5 fig/day/5 days with peptide 
formula No. 7 



Control group 


Treated group 


Animals 


Dynes 


Animals 


Dynes 


894923 


26.2 


894928 


32 . 6 


894924 


23 .7 


894929 


30.4 


894925 


22 .5 


894930 


33 . 1 


894926 


25 . 4 


894931 


32 . 3 


894927 


24 . 8 


894932 


31 . 8 


Average 24 


.5 +/- 1.5 


Average 


32 .0 +/- 1.0 


Animals treated 
formula No . 7 


Table 
with 7.5 


No. 3 

Ug/day/5 days 


with peptide 


Control group 


Treated 


group 


Animals 


Dynes 


Animals 


Dynes 


894923 


26.2 


894933 


39 . 8 


894924 


23 . 7 


894934 


41.3 


894925 


22 . 5 


894935 


37 . 5 


894926 


25.4 


894936 


36.2 


894927 


24.8 • 


894937 


40 . 7 


Average 24. 


5 +/- 1.5 


Average 


39 . 1 +/- 2.2 



Conclusions 



The results obtained in this study make it 
possible to conclude that peptide No. 7 has a highly 
significant cicatrizing action. 

For the doses of 75 (ig per day for five days, the 
difference between the treated group and the control 
group is 59.6%. 
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Example 4 - Demonstration of the activity of conjugate 
No. 7 on the synthesis of type-I collagen for fibroblasts 
under culture 

The demonstration of the influence of conjugate 
No. 7 on the synthesis of type-I collagen by cells under 
culture was carried out on two cell types: 

human mammary plastie fibroblasts at the 3rd pass- 
age, obtained in our cell culture laboratory at the IEB , 

MRCSs, non-transformed human embryonic lung 
fibroblasts at the p38 passage, obtained at p25-30 from 
ICN Flow. 

The cells are or are not stimulated with conju- 
gate No. 7 and are then observed under a fluorescence 
photon microscope after revealing the type-I collagen by 
a secondary immunofluorescence reaction. 

Materials and method 

Cell culture: 

The cells are inoculated at a rate of 70,000 
cells per ml for the primary-culture fibroblasts and 
20,000 for the MRC5s. 

The culturing is performed in 10% DMEM FCS in 
Leigton tubes containing a lamella at the bottom of the 
tube, final volume: 1.6 ml. 

8 tubes are provided per cell type: 3 controls 
and 5 concentrations. 

Preparation of the products: 

Preparation of a stock solution of conjugate No. 7 at 
2.34 x 10" 3 M:M1 



M 


Vol. of M 


Vol. Of PBS-BSA 


Vol . 


M 


M2 


2 ml Ml 


2 . 68 ml 


io- 3 


M 



M3 


0 


. 01 


ml 


M2 


1 


ml 


10- 5 


M 


M4 


0 . 


. 01 


ml 


M3 


1 


ml 


io- 7 


M 


M5 


0 . 


01 


ml 


M4 


1 


ml 


io- 9 


M 



These various stock solutions are added to the 
culture medium at the time of product contact. 

The dilutions are made in PBS (Eurobio) - 0.1% 
BSA (Flucka) and then filtered on 0.22 Jim filters 
(Sartorius) . 



Methodology 



At DO,, the medium is removed and replaced by- 
fresh medium to which is added conjugate No. 7 at various 
concentrations according to the following table: 



c 


Final concentration 


Vol . medium 


Vol. M 


CI 


10 -4 M 


1.5 ml 


0.15 ml M2 


C2 


IO -5 M 


1.5 ml 


0.015 ml M2 


C3 


IO -7 M 


1.5 ml 


0.015 ml M3 


C4 


IO" 9 M 


1.5 ml 


0 . 015 ml M4 


C5 


10" 7 M 


1.5 ml 


0 . 015 ml M5 




The controls TO and T 


receive only 


medium. 



Tl is treated as CI. 
Fixing the cells 

The medium is removed; the tubes are rinsed three 
times with serum-free DMEM at 37°C. 

The cells are fixed for 20 min at 4°C in the 
presence of 2.5% PFA (Prolabo) in Hanks (Eurobio). 

Three rinses with serum-free DMEM are carried 
out, followed by two washes for 10 min with PBS free of 
calcium and magnesium (Eurobio) . 



Labeling the cells 
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* Primary reaction: binding of the first 
anti(type-I human collagen) mouse antibody diluted to 
1/100 in PBS. 

The lamellae are removed from the tubes and 
dried. The side carrying the cells is detected and 
indicated (the corner is broken off to act as a reference 
point) . 

100 ml of primary antibodies are placed in 
contact with the cells for the conditions CI to C5 . 

The lamellae T and Tl remain in the tubes with 
PBS without calcium or magnesium since they are controls 
for the second antibody. 

The lamellae are placed in a humid chamber, to 
prevent dehydration, at +4°C with gentle agitation 
overnight . 

* Secondary reaction: this step reveals the primary 
reaction by means of a TRITC-labeled anti (mouse IgG) goat 
secondary antibody: Sigma rf . T-7782 batch 044H4831. 

The primary antibody is removed and the lamellae 
are washed twice with PBS for 10 min at room temperature. 

A wash with 0.1% BSA PBS is carried out for a 
further 10 min. 

100 ml of secondary antibody diluted to 1/120 are 
placed in contact with the cells of all the lamellae at 
room temperature for 1 hour. 

The antibody is then removed and the lamellae are 
washed with 0.1% BSA PBS for 10 min and then 4x5 min 
with osmosed water. 

After they have dried, the lamellae are mounted, 
cell-side upward, onto a microscope slide against a drop 
of mounting liquid (Sigma) . The edges of the lamellae are 
sealed with varnish. 

Results 

The microscope observations are carried out under 
a Zeiss (Axioplan) straight fluorescence microscope 



mounted with a Sony 3 CCD camera (MC-3215 P/M) connected 
to a Trinitron video monitor with a Sony color screen. 
The assembly is connected to a Sony color printer 
(UP-7000p) . The slides are observed using a Plan A 
apochromat x 63 objective with oil. 

The cells are first observed under interference 
contrast and/or phase contrast. When a field is selected, 
the image is recorded and then, without moving position, 
the observation is carried out by fluorescence and 
recorded. . 

Thus, for each view taken, the two memorized 
images are simultaneously available on the screen or are 
superimposed . 

Conclusions 

As shown by this set of results, conjugate No. 7 
at 10-11 M very significantly stimulates the synthesis of 
type-I collagen by primary-culture fibroblasts. 

The red color indicates binding of the rhodamine- 
labeled secondary antibodies to the anti(type-I collagen) 
antibodies. This color thus bears witness to the presence 
of type-I collagen synthesized by the fibroblasts in 
culture . 

The average red luminosity on the entire image of 
the cells treated with conjugate No. 7 at 10-11 M is 
54.8, whereas for the untreated cells it is only 32.78. 

Conjugate No. 7 significantly stimulates the 
synthesis of type-I collagen by primary-culture human 
fibroblasts : +67% . 

The results not presented here, obtained on the 
MRCSs, give the same tendencies. 



(See Figures 1 to 3 ) 



KEY TO THE FIGURES 



Figure 1: 

Fluorescence intensity of rhodamine- labeled fibroblasts 
demonstration of type-I collagen 
© 10-11 M 

11 10-9 M 

LD 10-7 M 

S3 T 
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1. Peptide conjugate, characterized in that it 

comprises a sequence of at least three amino acids chosen 
from Lys-Lys-Gly, Gly-His-Lys and Glu-His-Lys, 
in which "Lys" represents lysine or a halogenated lysine 
derivative, or a methylated lysine derivative, in par- 
ticular methyllysine and dihydrobromome thy 1 lysine , it 
being possible for the amino acids to be in D, L or DL 
form, 

the said sequence being chemically or physically conju- 
gated with at least one compound selected from 
monocarboxylic acids of general formula 
HOOC-R (I) 
in which R represents an optionally substituted, linear 
or branched C 1 -C 20 aliphatic radical which can contain one 
or more unsaturations , 

as well as the alcohol or aldehyde or amide derivatives 
of the acids of formula I; on condition that if the 
peptide secjuBuc& solely comprises Gly-His-Lys, it is not 
conjugated to a single palmitic acid residue; 

the dicarboxylic acids of general formula 
HOOC-R 1 -COOH (II) 
in which R x represents a straight or branched divalent 
aliphatic radical comprising at least 3 carbon atoms, 
preferably 3 to 10 carbon atoms, in particular an alkyl, 
alkylene, alkenylene or alkynylene radical, which can 
contain one or more unsaturations, and which is 
optionally substituted, in particular with one or more 
amino, hydroxyl or oxo groups or a C 1 -C 3 alkyl radical. 
2. Conjugate according to Claim 1, characterized in 

that, in the general formula I, R can represent: 

a monounsaturated radical of cis or trans configur- 
ation, of general formula 
R 2 -CH=CH- 

in which R 2 can represent a linear or branched alkyl 
radical comprising at least six carbon atoms, preferably 
6 to 16 carbon atoms, optionally substituted with an 
amino, hydroxyl or oxo group; 
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a substituted or unsubsti tuted, linear or branched 
c i" c 20 aliphatic radical, in particular an alkyl, alkenyl 
or alkynyl radical which can contain one or more unsatur- 
ations and can be substituted with one or more radicals 
chosen from the group comprising: 

NH 2 , OH, oxo, thiol or a non-aromatic cyclic radical 
containing 5 or 6 carbon atoms in the ring, 1 or 2 of 
which can be other than carbon, in particular S, 0 or N, 
it being possible for the said rings to be substituted 
with C x to C 3 alkyl radicals, in particular methyl. 
3. Conjugate according to Claim 2, characterized in 

that when R represents a C 1 -C 20 aliphatic chain, it can be 
substituted with a ring chosen from 




4. Conjugate according to Claim 1, characterized in 
that, in formula II, ^ represents an optionally substi- 
tuted C 4 -C 8 alkylene residue. 

5. Conjugate according to one of Claims 1 to 4 , 
characterized in that the amino acid sequence is linked 
to the acid of formula I or II or to its derivative in 
the form of salt, ester or amide. 

6 . Conjugate according to one of Claims 1 to 4 , 
characterized in that the acid of general formula I is 
chosen from acetic acid, DL-lipoic acid, dihydrolipoic 
acid, N-lipoyllysIne, hydroxydecenoic and decenoilic 
acids, retinoic acid and derivatives thereof, retinal and 
retinol, myristic acid and derivatives thereof, and 
palmitic acid, in the form of salts, esters or amides, 
and in that the acid of general formula II is chosen from 
adipic acid, oc-aminoadipic acid, pimelic acid and sebacic 
acid, and derivatives thereof. 

7- Conjugate according to one of Claims 1 to 6 , 

characterized in that the acids of general formula I or 
II are preferably chosen from acetic acid and derivatives 
thereof, a-DL-lipoic acid and derivatives thereof, 
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dihydrolipoic acid, N-lipoyllysine, adipic acid, a-amino- 
adipic acid, pimelic acid, sebacic acid and derivatives 
thereof, trans-10-hydroxy-A2 -decenoic acid and trans-oxo- 
9-decen-2-oic acid, retinoic acid and derivatives there- 
of, retinol, retinal, myristic acid and palmitic acid. 
8. Conjugate according to one of Claims 1 to 7 , 

characterized in that it has the general formula 
A-X-Gly-His-Lys-Y (III) , or 
A-X-Glu-His-Lys-Y (IV) 
in which . • A is a compound of general formula I or 
II or the corresponding radical 
X can represent a chain of 1 to 3 Lys 
residues, which are optionally 
methylated, OH, NH 2 or a bond 
Y can represent OH or NH 2 , 
the amino, acids being in D, L or DL form. 

9. Conjugate according to one of Claims 1 to 8 , 

characterized in that it is selected from the following 
peptide derivatives : 



1- 


A 


-MeLys-Lys-Lys-Gly-His-Lys 


2- 


A 


-MeLys-Lys-Gly-His-Lys-NH 2 


3- 


A- 


-MeLys-Gly-His-Lys-mi2 


4- 


A- 


-MeLys -Lys -Lys -Gly-His -Lys 


5- 


A- 


-MeLys - Lys -Gly-His -Lys -OH 


6- 


A- 


-MeLys -Gly-His- Lys -OH 


7- 


A- 


-Lys -Lys -Gly-His -Lys -NH 2 


8- 


A- 


-Lys -Gly-His -Lys -NH 2 


9- 


A- 


■Lys -Lys -Gly-His -Lys -OH 


10- 


A- 


-Lys -Gly-His -Lys -OH 


11- 


A- 


•Lys-Lys-Glu-His-Lys-NH 2 


12- 


A- 


•Lys-Glu-His-Lys-NH 2 


13- 


A- 


Glu-His-Lys-NH 2 


14- 


A- 


Lys-Lys-Glu-His-Lys-OH 


15- 


A- 


Lys-Glu-His-Lys-OH 


16- 


A- 


Glu-His-Lys-OH 



"A" being an acid of general formula I or II as defined 
in Claims 1 to 7 , as well as the derivatives of these 
molecules in the form of salts, esters or amides. 
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10. Conjugate according to one of Claims 1 to 9 , 
characterized in that it is in the form of metallopeptide 
complexes physically or chemically linked to a zinc salt. 

11. Pharmaceutical composition, characterized in that 
it contains at least one conjugate according to one of 
Claims 1 to 10 with pharmaceutical^ acceptable ex- 
cipients . 

12. Galenic pharmaceutical composition comprising at 
least one of the peptide conjugates according to one of 
Claims 1 to 10, in the form of ointments, dermal creams, 
gels, lotions and sprays, intended for human and veterin- 
ary medicine for the treatment and cicatrization of 
wounds . 

13. Galenic pharmaceutical composition comprising at 
least. one peptide conjugate according to one of Claims 1 
to 10, characterized in that the conjugate is combined 
with at least one substance chosen from antiseptics, 
antibiotics with a broad antimicrobial spectrum, or 
antifungal agents with a broad spectrum of activity, 
which is intended for the topical treatment and 
cicatrization of infected wounds. 

14. Galenic composition for pharmaceutical and 
cosmetological use, comprising at least one of the 
peptide conjugates according to Claims 1 to 10, in the 
form of combinations or compounds, with molecules known 
for their anticoagulant and phlebotomic activities via 
the topical route, which are intended for the preventive 
and curative treatment of s tretchmarks , venal 
insufficiency (tired legs) and blotches, in local appli- 
cation, in the form of creams, gels, milks or sprays. 

15. Galenic composition for pharmaceutical and 
cosmetological use, comprising at least one of the 
peptide conjugates according to Claims 1 to 10, used 
alone, or in the form of combinations, of compounds, or 
of complexes, with molecules known for their homologous 
derivatives of otMSH, of ACTH, and of propiomelanocortin, 
which are in the form of creams, gels, milks, lotions or 
sprays, for topical application, and intended for the 
preventive and curative treatment of melanogenesis 
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disorders, for the acceleration of epidermal 
melanization, for obtaining a natural skin tan, and for 
total protection against ultraviolet (UVA-UVB) solar 
radiation . 

16. Peptide conjugate according to one of Claims 1 to 
10, for its use as a medicinal product. 

17. Cosmetological composition containing at least 
one conjugate according to one of Claims 1 to 10, in the 
form of creams, gels, lotions or sprays, for topical 
application, which are intended for the preventive and 
curative treatment of wrinkles on the face, the neck and 
the hands . 
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